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はじめに
　緑色蛍光タンパク質（Green fluorescence protein: 
GFP）は，オワンクラゲより得られたタンパク質であ
り，紫外線をあてると単体で緑色蛍光を発する1,2）．
GFP タンパク質は細胞や個体に対する毒性もなく，
GFP 遺伝子を生きている動物や細胞に導入すると，
導入した動物や細胞内でGFPタンパク質が合成され，
GFP を可視化することができる．これを利用し，目
的のタンパク質と融合した GFP タンパク質を細胞に
発現させることによって，目的のタンパク質の細胞内
動態，局在性などを知ることができる非常に有用な分
子である3-6）．
　分子生物学の技術発展は目覚しく，学生実験でも基
礎的な分子生物学実験が行われるようになってきた．
「組換えDNA実験指針（文部科学省告示5号）」には，
教育目的の遺伝子組換え実験に使用できる宿主および
遺伝子が規定されていた．組換え DNA 実験指針は平
成16年2月に廃止されたが，「遺伝子組換え生物等の使
用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律
（カルタヘナ法）」のルールに従い，実験を行うことが
必要になっている．本学の学生実験で遺伝子組換え実
験を行なう際も，より安全に実験を行うため，組換え
DNA 実験指針の教育目的の遺伝子組換え実験の内容
に従い，B1レベルの認定宿主 - ベクター系を用いた微
生物実験を行うことにした．また，学生実験で行う遺
伝子組換え実験は，実験室内で行う遺伝子組換実験，
すなわち，「研究開発等に係る遺伝子組換え生物等の
第二種使用等に当たって執るべき拡散防止措置等を定
める省令」に定める P1レベルの拡散防止措置を執る
こととした．
　 B1レベルの認定宿主－ベクター系（EK1）は，“遺
伝学的及び生理学的によく知られており，毒性がな
く自然環境下での生存能力も低い大腸菌の一種 E. coli 
K12 株又はその誘導体を宿主とし，接合能力がなく他
の菌に伝達されないプラスミド又はバクテリオファー
ジをベクターとする宿主－ベクター系（宿主は接合能
力のあるプラスミド又は一般導入バクテリオファー
ジを持たないものに限る．）”である．大腸菌 DH5α お
よび JM109 は大腸菌 K12 株およびその誘導体に属す
る．また，プラスミドである pET19b は pBR322 由来
の大腸菌用タンパク質発現ベクターであり，プラスミ
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で合成された場合，大腸菌が緑色蛍光を発することを
確認する，という手順で実験を行う．そして，その過
程で種々の遺伝子操作，実験に含まれる原理，遺伝子
の特性，機能，タンパク質の合成過程，タンパク質の
性質などを理解しすることを目的とする．
　学生実験で使用するプラスミドとして，強い緑色蛍
光を発する GFP の遺伝子を挿入した pBluescriptSK+
（pGreen-BSK+ と名付ける）が必要である．pGreen に
は，紫外線を当てると強い緑色蛍光を発する GFP タ
ンパク質をコードする GFP 遺伝子（gfp）が含まれて
いる7）．pGreen に含まれる gfp を pBluescriptSK+ に導
入し，プラスミド pGreen-BSK+ を作成する．pGreen-
BSK+ を作成する際には，gfp を pET19b に，決められ
ド pBluescriptSK+ は pUC 系のクローニングベクター
である．これらの大腸菌及びベクターの組み合わせ
は，B1レベルの認定宿主ベクター系に相当する．さ
らに，DNA 実験指針の中でも，GFP 遺伝子およびア
ンピシリン耐性遺伝子は，教育目的の遺伝子組換え実
験に使用できる遺伝子として挙げられている．
　学生実験では，まず，クローニングベクターに組
み込まれている GFP の遺伝子を大腸菌用タンパク質
発現ベクター pET19b にサブクローニングする．次
に，lacUV 5プロモーターの制御下にある T7 RNA ポ
リメラーゼ遺伝子の染色体コピーを有している大腸菌
JM109（DE3）を GFP 遺伝子を組み込んだ pET19b で
形質転換する．そして，GFP タンパク質が大腸菌内
Fig. 1　Strategy for the synthesis of pGreen-BSK+.
The name and the size of plasmids are represented at the center of the plasmid map. The number with the name of restriction enzyme indicates its recognition 
site. The closed arrow indicates GFP gene (gfp), open square indicates the ampicillin-resistance gene (rAmp), open arrow indicates the ,β-galactosidase gene, 
and the gray arrow indicates the lac promoter.
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kilo base pairs (kbp) あたり2分，（pGreen の場合は8分，
pBluescriptSK+ の場合は6分）のサイクルを12回繰り返
した．その後，制限酵素 DpnI を添加し，37℃で1時間
処理した反応液でコンピテントセル DH5α の形質転換
を行った．生じたコロニーを複数ピックアップし，そ
れぞれのクローンに含まれるプラスミドを抽出した．
変異導入の確認に用いることのできる制限酵素を用い
て確認後，変異の導入されたプラスミドをもつ大腸
菌クローンを単離した．pGreen の NcoI 認識部位200
番目の A を T に置換するためには pGreenA200TF プ
ライマー，ACCTGTTCCTTGGCCAACAC, および
pGreenA200TR プライマー，GTGTTGGCCAAGGAACA
GGT, を用いた．これにより変異が導入されたプラス
ミドは，pGreenA200T とした．pGreenA200T の14番目
の塩基 T を C に置換し，NcoI 認識部位を導入するため
には，pGreenT14C_NcoI F プライマー，GGAAACAGC
CATGGTACCGG,およびpGreenT14C_NcoI Rプライマー，
CCGGTACCATGGCTGTTTCC, を用いた．新たな変
異導入により NcoI 認識部位の導入されたプラスミド
は，pGreenT14C とした．また，pBluescriptSK+ の 681 
番目の GAC から CAT に変異させ，NcoI 認識部位を導
入するためには，SK+_GAC 681 CAT_NcoF プライマー，
CTCGAGGTCCATGGTATCGA, お よ び SK+_GAC 681 
CAT_NcoR プライマー，TCGATACCATGGACCTCGA
G, を用いた．NcoI 制限酵素部位を導入されたプラス
ミドは pSK+-NcoI とした．PCR 反応は，タカラ PCR
サーマルサイクラー Dice グラジェント（タカラバイ
オ）を用いて行った．
3． pBluescript SK+に gfpを挿入したプラスミドベクター，
pGreen-BSK+の作成
　pGreen の NcoI 認識部位の欠質および GFP タン
パク質コード開始部位に NcoI 認識部位を導入した
pGreenT14C を制限酵素 NcoI および EcoRI で切断し，
gfp を含む約 700 bp の DNA 断片を精製した．この
gfp を含む DNA 断片と NcoI および EcoRI で切断した
pSK+-NcoI プラスミドを T4 Quick ligase を用いて接合
し，コンピテントセル DH5α に導入した．生じたコロ
ニーを複数ピックアップし，gfp 遺伝子が挿入された
pSK+-NcoI すなわち，pGreen-BSK+ プラスミドをもつ
大腸菌クローンを単離した．
4． Gfpを組み込んだ大腸菌用タンパク質発現プラスミド
pET19b， pET-Greenの作成
　プラスミド pGreen-BSK+ を NcoI および BamHI で
処理し，gfp 部位を切断した．これをアガロースゲル
電気泳動により gfp を含む DNA 断片を分離し，SV-
た遺伝子の方向で，1段階で組み込めるよう1）gfp の
内部にサブクローニングをする際に使用する制限酵
素認識部位がない，2）gfp 部位を切り出す時に使用
する制限酵素では，pET19b の gfp 挿入部は切断され
るが，その他の部分は切断されない，3）正しい向き
で gfp 遺伝子をベクターにサブクローニングするため
に，2種類の切断末端の異なる制限酵素が使用できる．
の3つの点に留意する必要がある，また，4）pGreen-
BSK+ で形質転換した大腸菌では，GFP タンパク質は
合成されない，ということも考慮した．これに従い，
pGreen-BSK+ は，以下に示す方法で作成する（Fig. 
1）．まず，pGreen の gfp 内部に存在する制限酵素 NcoI
認識部位をアミノ酸配列を変えずに NcoI で切断で
きないように変異を導入した pGreenA200T を作成す
る．さらに，pGreenA200T の gfp の開始メチオニン部
分と重なるよう NcoI 認識部位を導入し，pGreenT14C
を作成する．pBluescriptSK+にはgfpが lacプロモーター
の配列と逆向きに挿入されるよう NcoI 認識部位を導
入し pSK+-NcoI を作成する．pGreenT14C から gfp 部
分を NcoI 及び EcoRI で切り出し，NcoI 及び EcoRI で
切断をした pSK+-NcoI に組み込む．この手順で，gfp
を pBluescriptSK+ に組み込み，1）～4）のすべての条
件を満たす pGreen-BSK+ の構築を試みた．
方　法
1． 試薬， ベクター， 大腸菌
　pGreen および大腸菌 JM109(DE3) は，ナショナル
バイオリソースプロジェクト大腸菌事業（NIG）より
提供していただいた．大腸菌 DH5α，制限酵素 EcoRI
はタカラバイオ，pBluescriptSK+ はストラタジーン，
pET19b はノバジェンのものを用いた．制限酵素 NcoI
および BamHI，T4 Quick ligase，KOD-Plus ポリメラー
ゼは東洋紡，バクトイーストエキストラクトはベクト
ン・デッキンソン＆カンパニー，SV-Gel purificationkit
はプロメガ，その他の試薬は和光純薬の特級試薬を用
いた．
2. PCR法による点変異導入
　プラスミドへの点変異導入は，KOD-Plus ポリラー
ゼを用いた PCR 法により行った．変異導入のため
の PCR 反応液は，鋳型となるプラスミド 5-10 ng，
変異導入を誘導する2種類のプライマーをそれぞれ
20 pmol, KOD  buffer 5 μL，25 mM MgSO4 3 μL，2 mM 
dNTP 5 μL および KOD-Plus ポリメラーゼ1 μL を混合
し，滅菌水で総量50 μL に調整した．PCR 反応は，
95℃ 2 分 の熱処理後，95℃ 30 秒，55℃ 1 分，68℃ 1 
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びその後のアミノ酸配列を変えずに，新たな NcoI
認識部位の導入を試みた．確認のため，得られた大
腸菌クローンのプラスミド，pGreenT14C-5 および
pGreenT14C-11，を NcoI で切断した．pGreenT14C-5 お
よび pGreenT14C-11 を NcoI で処理することにより，
約 3.5 kbp の長さの NcoI で処理していない時と異なる
移動度を示すDNAが確認された（Fig.2b）．すなわち，
pGreenT14C-5 及び pGreenT14C-11 には，NcoI 認識部
位が導入されたことがわかる．
　pGreenT14C の gfp 領域を pBluescriptSK+ に組み込
むため，pBluescriptSK+ に PCR 法を用いて NcoI 認識
部位を導入した．得られた大腸菌クローンに含まれ
たプラスミド，pSK+-NcoI 1-3 は，NcoI 処理によって
NcoI 未処理の時と異なる約 3.0 kbp の DNA が検出さ
れた（Fig. 2c）．すなわち，pSK+-NcoI 1-3 は，NcoI 認
識部位を持つことが確認できた．
2． 点変異導入した gfpの pSK+-NcoIへの挿入
　Gfp 内部の NcoI 認識部位の欠失および gfp 開始部位
への NcoI 認識部位を導入した pGreenT14C-5 より gfp
を切り出し，pSK+-NcoI-1 に挿入した．gfp を切り出
す際には，NcoI および EcoRI を用い，同じ制限酵素
で切断をした pSK+-NcoI-1 に接合した．得られた大
腸菌クローンから得たプラスミド pGreen-SK+ 1-4 を
NcoI および BamHI を用いて切断し，gfp の挿入を確
認した（Fig. 2d）．すべてのプラスミドから約 0.8 kbp
および約 3.0 kbp の DNA 断片が検出された．約 0.8 
kbp の DNA は，pGreen を NcoI および BamHI で処理
した時にも見られるが，pSK+-NcoI では生じない．す
なわち，gfp の部分に相当する．また，約 3.0 kbp の
DNA 断片は pSK+-NcoI と同一の長さをもつことが確
認された．以上のことから，pGreen-BSK+ 1-3 は，gfp
が導入された pSK+-NcoI であることがわかる．
3． 1段階の遺伝子組み換え操作による pET-Greenの
作成と pET-Greenで形質転換した大腸菌における
GFP タンパク質発現
　 得 ら れ た pGreenBSK+ よ り，gfp を NcoI お よ び
BamHI で切り出し，発現ベクター pET19b に挿入し
た．生じた大腸菌クローンより pET-Green 1, 2, 3, 5プ
ラスミドを得た．GFP 遺伝子及び pET19b に特異的
なプライマー，すなわち，pGreenA200TF プライマー
及び T7 terminator プライマー，を用いた PCR 法によ
り gfp の pET19b への挿入を確認した．pET-Green の
pGreenA200TF プライマー及び T7 terminator プライ
マーに挟まれた領域の長さは 697 bp である．pET-Green 
1, 2, 3, 5を鋳型とする PCR 反応によって，すべての
Gel purification kit を用いて精製した．精製した DNA
断片は NcoI および BamHI で切断した pET19b と T4 
Quick ligase を用いて接合した．この反応液でコン
ピテントセル DH5α の形質転換を行い，gfp が挿入
された pET19b，すなわち，pET-Green プラスミドを
含む大腸菌クローンを得た．このクローンより再度
プラスミドを調整後，gfp に特異的な pGreenA200T 
F プライマー，ACCTGTTCCTTGGCCAACAC, 及
び，pET19b に特異的な T7 terminator プライマー，
GCTAGTTATTGCTCAGCGG，を用いた PCR法（94℃
30 秒，55℃ 30 秒，72℃ 1 分，30 サイクル）により，
pET19b への gfp の挿入を確認した．
5． GFP タンパク質の発現の確認
　pET-Green でコンピテントセル JM109(DE3) を形質
転換した．pET-Green を含む JM109(DE3) は，100 μg/
mL アンピシリンを含む LB 寒天培地で生育させた．
IPTG による GFP タンパク質の発現誘導実験を行う際
には，大腸菌を100 μg/mL アンピシリンを含む LB 液
体培地で培養後，0.4 mM IPTG を添加し室温で4時間
培養した．大腸菌を集菌後，GFP タンパク質の発現を 
365 nm の紫外線を当て確認した．また，SDS - ポリア
クリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）を行い，ク
マシーブリリアントブルー染色により，タンパク質の
検出をした．
結　果
1． Gfpに存在する NcoI認識部位の欠失， gfpの 5’ 部
位への NcoI認識部位の導入および， pBluescript 
SK+への NcoI認識部位の導入
　pGreen に含まれる gfp 内部には，NcoI で切断され
る部位がある．NcoI 認識部位のアミノ酸配列を変化
させることなく，NcoI が認識ができなくなるよう
DNA の塩基配列を置換した．変異が導入されたと考
えられる大腸菌クローンからプラスミドを得，NcoI
で切断した．Fig. 2a で示すように，NcoI 認識部位を
持つ pGreen は NcoI で切断され，約 3.5 kbp の長さの
DNA が検出された．しかし，得られた5つのプラスミ
ド，pGreenA200T 1-5 は NcoI では切断されず，異な
る移動度を示す DNA が検出された（Fig. 2a）．すなわ
ち，pGreenA200T 1-5 はすべて NcoI 認識部位を欠失し
ていることが確認できた．
　NcoI によって切断されない pGreenA200T-1 の GFP
タンパク質をコードする領域はメチオニンから開始
する．pGreenA200T の14番目の塩基を T から C に
PCR を用いて点変異を導入し，開始メチオニンおよ
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27,000 のタンパク質量は少なかった．
考　察
　学生実験では，1）学生が興味を持てるよう実験を
デザインすること，2）限られた時間および回数で行
うこと，3）学習内容を理解しやすい，簡易化した
系を構築すること，などが要求される．pGreen に含
まれる gfp は，強い緑色蛍光を発する GFP タンパク
質をコードする．大腸菌内で発現した GFP タンパク
質は，紫外線を当てなくても薄い緑色を確認できる
が，紫外線を当てることにより，さらに強い緑色蛍
光を確認することができる．学生実験で使用するた
めに作成したプラスミド pGreen-BSK+ は，gfp 内にあ
る NcoI 認識部位をアミノ酸の置換をすること無しに
ものから約 700 bp の DNA が検出された（Fig. 3a）．
pET-Green 1, 2, 3, 5で形質転換した大腸菌 JM109(DE3)
を培養後，タンパク質の発現誘導剤である0.4 mM 
IPTG 存在下，室温で4時間培養し，GFP タンパク質の
発現を確認した（Fig. 3b）．Fig. 3b で示すように pET-
Green 1, 2, 3, 5 で形質転換した大腸菌 JM109(DE 3) は
すべて緑色蛍光を発した．この緑色蛍光は，IPTG を
添加した時の方が弱かった．SDS-PAGE を行い，GFP
タンパク質の発現を確認した（Fig. 3c）．GFP の発現
量は大腸菌によって差があり，pET-Green 5, 1, 2, 3 の
順で分子量約 27,000 のタンパク質が発現しているこ
とが確認された．しかし，IPTG を添加したものは，
どのクローンから得たプラスミドで形質転換をした大
腸菌でも IPTG を添加していないものと比べ，分子量 
Fig. 2　Electrophoretic profile of the nucleotide-mutated or gfp-inserted plasmids.
⒜　The clones 1-5 of pGreenA200T, with the adenine at position 200 in pGreen replaced with thymine, were digested with NcoI. The left lane shows the 
pGreen digested with NcoI. ⒝　The clones 5 and 11 of pGreenT14C, with thymine at position 14 in pGreenA200T replaced with cytosine, were treated with 
(NcoI +) or without (NcoI-) NcoI to confirm the production of an NcoI recognition site. ⒞　The clones 1-3 of pSK+-NcoI, inserted into NcoI site at 677 into 
pBluescriptSK+, were digested with (+) or without (-) NcoI to confirm the production of NcoI recognition sites. ⒟　Clones 1-5 of pGreen-BSK+ inserted with 
gfp to pSK+-NcoI, were digested with both NcoI and BamHI. To compare the pGreenBSK+ clones 1-5, the pGreenT14C clone 5 (second lane from right) and 
pSK+- NcoI clone 1 (right) were treated with NcoI and BamHI.
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DNA断片をpBluescriptSK+に挿入した．したがって，
pGreenBSK+ の gfp の上流には pBluescriptSK+ に由来
する KpnI 及び NcoI 認識部位が，下流には，EcoRI, 
SmaI, PstI, BamHI, SpeI, XbaI, NotI, SacI の制限酵素認
識部位が存在する．また，lac プロモーターの向きと
は逆向きに gfp を挿入し，lac プロモーターの調節に
よって GFP タンパク質を発現できないよう工夫をし
た．pGreem-BSK+ で 大 腸 菌 DH5α 及 び JM109(DE3)
を形質転換しても GFP タンパク質は発現されなかっ
た（データは示していない）．
　pET19b のマルチクローニングサイトには XbaI, NcoI, 
NdeI, XhoI, BamHIの5ヶ所の制限酵素認識部位をもつ．
pET19b に gfp を挿入するために，pGreen-BSK+ から
gfp 部分を切り出す制限酵素の条件として，1）gfp が
制限酵素によって切断されない，2）pET19b が挿入部
以外では切断されない，3）目的の方向で遺伝子を挿
入できる，4）2つの制限酵素の認識部位間に切断する
のに十分な距離がある，が挙げられる．これらのす
べてを満たす制限酵素は NcoI および BamHI である．
NcoI および BamHI の2つの制限酵素を用いると，タ
ンパク質の発現するプロモーターの下流に連続した
（同じ）方向で gfp を挿入することができ，また，セ
ルフライゲーションの防止が可能となる．セルフライ
ゲーションを防ぐことにより，gfp を含まない pET19b
を含む大腸菌，および，pGreen-BSK+ を含む大腸菌の
増殖を抑制することができる．
　pGreen-BSK+ を NcoI 及び BamHI で切断後，gfp を
含む遺伝子断片を精製し，NcoI 及び BamHI で切断し
た pET19b に挿入した．この操作だけで，容易にク
ローニングベクターから発現ベクターに gfp をサブク
ローニングでき，gfp を含む pET19b，すなわち，pET-
Green を得ることができた．さらに，pET-Green で形
質転換された JM109(DE3) を 365 nm の紫外線で照射
することによって緑色蛍光の発光を確認することがで
きた．ここで用いる大腸菌，プラスミド，及び遺伝子
は，「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物
の多様性の確保に関する法律（カルタヘナ法）」の教
育目的の遺伝子組換え実験で使用が可能なものあり，
学生実験に使用できる宿主・ベクター系である．
　すでに，作成した pGreen-BSK+ を用いて，学生実
験を行った．初めて遺伝子組換え実験を行う学生で
も，時間内に pET-Green を作成できた．さらに，作
成した pET-Green で JM109(DE3) を形質転換し，緑色
蛍光を放つ大腸菌が確認できた．すなわち，pGreen-
BSK+ は，GFP タンパク質の発現を確認する遺伝子組
塩基配列を置換し，また，それと同時に gfp の開始メ
チオニン近辺に変異を入れ，NcoI 認識部位を導入し
た．この際も，開始メチオニン及びそれ以降のアミ
ノ酸配列に変化がないよう留意した．pBluescriptSK+
には，gfp を lac プロモーターと逆向きに挿入できる
よう NcoI 認識部位を導入した．そして，pGreenT14C
を NcoI 及び EcoRI で切断し，精製した gfp を含む
Fig. 3　Confirmation of insertion of gfp into pET19b and the expression of 
GFP proteins.
⒜ Insertion of gfp into pET19b was confirmed using PCR with specific 
primer to pET19b and gfp. From left, the PCR templates were pET-
Green clones 1, 2, 3, and 5 that were plasmids inserted gfp to pET19b, 
pGreenBSK+ clone 3, and pET19b, ⒝ The expression of GFP protein. 
JM109 (DE3) transformed with pET-Green were grown in LB medium 
with (+) or without (-) 0.4 mM IPTG for 4 h. JM109 (DE3) was 
precipitated by centrifugation and irradiated by ultraviolet at 365 nm.⒞ 
The proteins from JM109 (DE3) transformed with pET-Green clone 1, 
2, 3, and 5 were separated by SDS-PAGE.JM109 (DE3) transfected with 
pET-Green clones 1, 2, 3, and 5 were cultured in LB medium with (+) or 
without (-) IPTG for 4 h. Closed arrow indicates the size of GFP proteins.
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function in living cells using green fluorescent protein 
(GFP) chimeras. J Cell Biol 130: 639-650, 1995
6 ) Marshall, J., Molloy, R. et al: The jellyfish green 
fluorescent protein: a new tool for studying ion 
channel expression and function. Neuron 14:211-215, 
1995
7 ) Miller, W.G., Lindow, S.E: An improved GFP cloning 
cassette designed for prokaryotic transcriptional 
fusions. Gene 191: 149-153, 1997
換え実験の学習に有効なプラスミドベクターと言えよ
う．
　pET 系ベクター系は T7 プロモーターを持ち，lac オ
ペロンと T7 RNA ポリメラーゼ遺伝子を組み込んだ，
すなわち，DE 3，をもつ大腸菌に導入すると，IPTG
によりタンパク質の発現が誘導される．しかし，今回
作成した pET-Green では，IPTG を添加しなかった時
に比べ，IPTG 添加した時の方がタンパク質の発現量
が減少した．Lac プロモーターの下流の遺伝子は，ラク
トースオペロンの調節を受け，ラクトースやグルコー
スの濃度低下により発現が誘導される．LB 培地は，
積極的にグルコースを添加した培地ではない．そのた
め，グルコース濃度低下により lac プロモーターの下
流に存在する gfp の発現が誘導されたと考えられる．
しかし，IPTG により発現が抑制された理由は明らか
でない．pET-Green の発現調節に関しては，今後，明
らかにする必要がある．
　NcoI は，比較的高価な制限酵素である．学生実験
のコストを軽減するためにも，NcoI 認識部位を安価
で比較的使いやすい制限酵素で組換えできるよう変異
導入するなどの課題も残されている．
謝　辞
　本実験に用いた大腸菌 JM109(DE3)，プラスミド
pGreen はナショナルバイオリソースプロジェクト大
腸菌事業（NIG）より提供して頂きました．また，学
生実験の遺伝子組換え実験について，静岡県立大学大
学院　河原崎泰昌准教授にアドバイスを頂きました．
心より感謝申し上げます．
引用文献
1 ) Shimomura, O., Johnson, F.H. et al: Extraction, 
p u r i f i c a t i o n  a n d  p r o p e r t i e s  o f  a e q u o r i n ,  a 
b io luminescen t  p ro t e in  f rom the  l uminous 
hydromedusan, Aequorea. J Cell Comp Physiol 59: 
223-239, 1962
2 ) Chalfie, M: Green fluorescent protein. Photochem 
Photobiol 62: 651-656, 1995
3 ) Takada, T, Iida, K et al: Selective production of 
transgenic mice using green fluorescent protein as a 
marker. Nat Biotechnol 15: 458-461, 1997
4 ) Rizzuto, R., Brini, M. et al: Chimeric green fluorescent 
protein as a tool for visualizing subcellular organelles 
in living cells. Curr Biol 5: 635-642, 1995
5 ) Olson, K.R., McIntosh, J.R. et al: Analysis of MAP 4 
110
桐生大学紀要．第24号　2013
Construction of a pGreenBSK+ plasmid vector with an inserted green fluorescence protein 
gene for use in experiments by students
Yoko Kobayashi
Abstract
　Considering the remarkable recent advances in molecular biology, it has become imperative to include basic molecular 
biology experiments in the university curriculum. The theme of the experiments on gene recombination should be in 
accordance with the principle of “Act on the conservation and sustainable use of biological diversity through regulation of the 
use of living modified organisms.” Moreover, the experimental design should be easy to follow. In this article, a pGreenBSK+ 
plasmid vector was constructed for use in experiments carried out by students. A green fluorescence protein gene (gfp) that 
has strong green fluorescence was excised from pGreen and inserted into pBluescriptSK+ plasmid at downstream of the lac 
promoter in reverse. For this, several mutation experiments were performed by making or breaking the recognition sites for 
restriction enzymes. The gfp gene was excised from pGreenBSK+ by using NcoI and BamHI restriction enzymes, and was 
inserted into pET19b, a protein expression vector for Escherichia coli (E. coli), which was treated with the same restriction 
enzymes. JM109 (DE3), a strain of E.coli, was transformed with pET19b with inserted gfp, and GFP proteins were synthesized 
in the transformed JM109(DE3) cells under glucose starvation. The expressed GFP protein could be visualized under ultraviolet 
radiation. The pGreenBSK+ described here might be useful for DNA recombination experiments carried out by students.
Key words: Green fluorescence protein, Gene recombination, Plasmide, Escherichia coli
